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H'edlkaxaent: xind Verwendung zur Tuxnortheraple 

Die Erf indung betrif ft ein Medikament iind eine Verwendung zur 
5 Tumortherapie . 

Aus der DE 195 41 284 Al ist es bekannt, dass Annexin V sich 
zur Therapie von Tumoren eigne t. Das wird darauf zuruckge- 
fuhrt, dass durch die Gabe von Annexin V die Phosphatidylse- 
10 rin abhangige Phagozytose beeinf lussbar ist. 

Nach detn Stand der Technik ist kein Medikament bekannt, dass 
eine wirksame Tumortherapie gewahrleistet . 

15 Aufgabe der Erf indung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der. Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere ein Medi- 
kament und eine Verwendung zur Tumortherapie angegeben-^-wer- 
den. 

20 Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 15 
gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen der Erfindungen ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspruche 2 bis 14 und 16 bis 30. 

• Nach Mafigabe der Erf indung wird ein Medikament zur Tumorthe- 
rapie vorgeschlagen, bei dem in einer wirksamen Konzentration 
ein erstes vind ein zweites Molekiil enthalten sind, wobei das 
erste Molekiil 

*al) Annexin V Oder ein damit weit gehend ahnliches Molekiil, 

30 

Oder 

a2) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit weit 
gehend ahnlichen Molekiils ist, 

35 
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und wobei das zweite Molekiil 

bl) ein Cytokin oder ein damit weit gehend ahnliches Molekai 



Oder 



b2) ein wirksames Fragment eines Cytokin oder des damit weit 
gehend ahnlichen Molekiils ist. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, dass eine kombinier- 
te Verabreichung von Annexin V bzw. gleichwirkender ahnlicher 
Molekflle und eines Cytokins oder eines damit gleichwirkenden 
ahnlichen MolekGls sich hervorragend zur Therapie von Tumoren 
eignet. Es wird innerhalb kurzer Zeit, z. B. innerhalb weni- 
ger Tage, eine Verringerung der Tumormasse bis hin zum v611i- 
gen. Verschwinden des Tumors beobachtet. 

Das vorgeschlagene Medikament ist auch dann noch wirksam, 
wenn das erste MolekGl lediglich ein mit Annexin V oder dem 
Cytokin ahnliches Molekul oder ein wirksames Fragment von An- 
nexin V bzw. dem Cytokin oder ein mit dem Fragment weit ge- 
hend ahnliches Molekul umfasst. - Ein Fragment ist insbeson- 
dere dann "wirksam", wenn es in Kombination mit dem jeweils. 
anderen Molekul ein Abschmelzen eines behandelten Tumors be- 
wirkt. Unter dem Begriff "ahnliche Molekule" werden solche 
Molekaie verstanden, welche zu einem gewissen Grad eine Iden- 
titat mit Annexin V bzw. dem Cytokin aufweisen und in Kombi- 
nation mit dem jeweils anderen Molekiil wirksam sind. 

Unter dem Begriff "Cytokin" wird ein Protein verstanden, das 
von einer Zelle freigesetzt wird und das Verhalten anderer 
Zellen beeinflusst. 

Nach einer Ausgestaltung kann eine Aminosauresequenz des er- 
sten Molekfils der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 1 oder Nr. 
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2 entsprechen oder zumindest zu 50%, vorzugsweise zumindest 
zu 60%, besonders bevorzugt zumindest zu 70%, ganz besonders. 
bevorzugt zumindest zu 80%, identisch damit sein. Die Erroitt- 
lung der Identitat kann erfolgen z.B. nach dem Verfahren von 
Altschul, S. F. et al . (1997), Nucleic .Acids Res. 25:3389- 
3402. 

Unter dem Begriff "Identitat" wird vorliegend das AusmaS ver- 
standen, zu welchem zwei Nukleotid- oder Aminosauresequenzen 
invariant sind. 

Bei der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 2 handelt es sich um 
eine N-terminale Dele tionsmut ante der Aminosauresequenz der 
SEQ ID Nr. 1, der die acht Aminosauren 3 bis 10, das heiSt 
die Aminosauren Lys Tyr Thr Arg Gly Thr Val Thr fehlen, 

Zweckmafiigerweise ist das Annexin.V nicht-humanes Annexin V, 
vorzugsweise das Annexin V des Huhns. Ein Vergleich* der Ami- 
nosauresecpjienz des Annexin V des Huhns mit menschlichem An- 
nexin V ergibt, dass beide Proteine zu 78,2 % identisch sind. 
Das Annexin V des Huhnes besitzt einen theoretischen isoelek- 
trischen Punkt (pi) von 5,60, wahrend menschliches Annexin V 
einen theoretischen isoelektrischen Punkt von 4,94 aufweist. 
Die Sequenz des menschlichen Annexins kann unter der Zu- 
griffsnummer P08756 in der Protein Datenbank "SWISS-PROT" ab- 
gerufen werden. * 

Das Cytokin kann aus der folgend.en Gruppe ausgewahlt sein: 
Interleukin-2 , Interleukin-6, Interleukin-7, Interleukin-12 
Oder GM-CSF. 

Es hat sich.als besonders wirkungsvoll erwiesen, dass in ei- 
ner Verabreichung 0,05 bis 0,5 mg/gTumorgewicht an erstem Molekxil 
in einer Verabreichungseinheit enthalten sind. Dabei kann ei- 
ne Verabreichxingseinheit 0,1 bis 2,5 mg, vorzugsweise 0,5 bis 
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2,0 mg, an erstem Molekul enthalten. Sie enthalt vorzugsweise 
femer 50.000 bis 1.000.000 International Units, vorzugsweise 
300.000 bis 750.000 International Units an zweitem Molekul. 
Perner sind das erste und das zweite Molekul zweckmasigerwei- 
se in einer Injektionsf lassigkeit, vorzugsweise einer gepuf- 
ferten Kochsalzlosung, auf genonunen . Das Volumen der Injekti- 
onsflussigkeit kann 0,5 bis 50 ml, vorzugsweise 1 bis 10 ml, 
betragen. 

Das Medikament kann neben dem Wirkstof f weiterhin menschliche 
Tumorzellen umfassen, wobei die Tumorzellen apoptotische 
und/oder nekrotische Tumorzellen sein konnen. Die Apoptose 
und/oder Nekrose der Tumorzellen kann dabei spontan aufgetre- 
ten Oder induziert wordfen sein. Als Induktoren fur die Apop- 
tose und/oder Nekrose kommen Bestrahlung . der Tumorzellen ex- 
vivo Oder in-vivo oder ein Inkontaktbringen der Tumorzellen 
mit Zytostatika in Betracht. Es eignen sich in diesem Zusam- 
menhang insbesondere Chemikalien wie HaO^ oder Staurosporin, 
Medikamente wie Kortikosteroide, Chemotherapeutika wie Dox- 
orubicin, cis-Platin Oder Hydroxy-Hamstof f , UVB- und UVC- 
Strahlung, , sowie p-, y- oder Rontgenstrahlung. Vorzugsweise 
werden die apoptotischen und/oder nekrotischen Tumorzellen 
des zu behandelnden Tumors mit dem Wirkstof f in Kontakt ge- 
bracht . 

•Nach weiterer MaSgabe der Erfindung isteine Verwendung eines 
ersten MolekGls, namlich 

al) Annexin V oder eines damit weit gehend Shnlichen Mole- - 
kGls, 

Oder 

a2) eines wirksamen Fragments von Annexin V oder eines damit 
weit gehend Shnlichen Molekiils, 
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in Kombination mit einem zweiten Molekul, namlich 

bl) Interleukin-2 oder einem damit weit gehend ahnlichen Mo- 
lekai 

Oder 

b2) einem wirksamen Fragment von Interleiikin~2 oder des da- 
mit weit gehend ahnlichen MolekGls, 

zur Tumortherapie vorgesehen.- 

Als besonders wirkungsvoll hat sich die Verwendiong zur Be- 
handlung von Tumorergiissen erwiesen. Bei dem Tumor kann es 
sich insbesondere um ein Mammakarzinom handeln. 

Wegen der vorteilhaf ten Ausgestaltungen wird auf die vorher- 
gehende Beschreibxang verwiesen. Die darin eirwahnten Merkmale 
konnen sinngemaS auch Ausgestaltungen des Medikaments sein. 

Die Erf indxing wird nachstehend anhand der Zeichnxingen bei- 
spielhaft naher erlautert. Es zeigen: 

Fig- 1 die Esqpressionskinetik von Annexin V des Huhns in 
trans formiert en Escherichia Coli BL21 (DE3) anhand 
einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese und 

Fig. 2 eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proben der 
einzelnen Reinigungsschritte von Annexin V des 
Huhns aus transformierten Escherichia Coli BL21 
(DE3) . 

A. Expression und Reinigxing von Annexin V des Hiihns 
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1. Expression von Annexin V des Hiahns 

Fiir die Expression von Annexin V des Huhns (cAnxV) wurde als 
Expressionsplasmid pDJ2-AnxV verwendet, dass neben dem cAnxV 
kodierenden Gen einen IPTG-induzierbaren tac-Promotor xrnd ei- 
ne Kanamycin-Resistenz-Kassette enthalt. E, coli BL21 (DE3) 
wurde mit dem Expressionsplasmid transformiert und Expressi- 
onskinetiken durchgef uhrt . Dabei wurde 2xyT mit 50 mg/1 Ka- 
nairycin als Nahrmedium eingesetzt. 

Fflr die Herstellung von cAnxV wurde eine 100 ml Vorkultur mit 
frisch transformierten E. coli BL21 (DES) angeimpft und 8 h 
bei 37«C gescMttelt. 5 1 Hauptkultur wurden mit 5 ml der 
Vorkultur ^ersetzt und 16 bis 20 h bei SV^C geschfittelt. Auf 
einen Zusatz von IPTG wurde verzichtet, da in diesem Pall mit 
und ohne Induktion gleiche Expressionsausbeuten erzielt wur- 
den. Die Zellen wurden anschlleSend durch Zentrifugation ge- 
erntet. Die Zellf euchtmasse betrug 16 bis 21 g. Die Ejcpressi- 
onskinetik ist in Fig. i dargestellt. Die Expressionskineti- 
ken ergaben, dass sich E. coli BL21 {DE3) auch ohne Induktion 
mit IPTG fur eine Expression von cAnxV in dem eingesetzten 
Medium eignet. 



2. Reinigung von Annexin V des Hxihns 



Die gemas Ziff . i erhaltenen Zellen wurden in einem Puffer Al 
(20 mM Tris/HCl pH 7,5, 2 mM EDTA) resuspendiert und mittels 
Hochdruck (Gaulin) aufgeschlossen. Unlosliche Bestandteile 
der Aufschlusssuspension wurden durch hochtourige Zentrifuga- 
tion entfernt. Der losliche cAnxV-enthaltende Uberstand wurde 
auf eine. in Puffer Al aquilibrierte Q-Sepharose-f f -Saule 
(saule 1) (25 ml, amersham pharmacia, Freiburg) aufgetragen. 
Die Elution des Zielproteins erfolgte durch einen linearen 
NaCl-Qradienten. Die cAnxV-enthaltenden Fraktionen wurden ge- 
poolt und gegen einen Puf f er •A2 (50 mM Na-Acetat pH 5,6) dia- 
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lysiert. Das Dialysat wurde auf eine in A2 aquilibrierte Re- 
source- S-saule (Saule 2) (6 ml, amersham pharmacia, Freiburg) 
aufgetragen und cAnxV mat einem linearen NaCl-Gradienten elu- 
iert. Die vereinigten cAnxV-enthaltenden Fraktionen wurden 
mittels Ultrafiltration (Pall Filtron, USA) konzentriert und 
auf. eine in 10 mM Na-Phosphat pH 7,2, 140 mM NaCl aquili- 
brierte Superdex-200 pg-Saule (Saule 3) (amersham pharmacia, 
Freiburg) aufgetragen, Homogenes cAnxV wurde von der Saule 
eluiert. Aus 20 g Zellen (Feuchtmasse) wurden 30 mg cAnxV mit 
einer Reinheit, die 95 % uberstieg, isoliert. Fig. 2 zeigt 
anhand einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese die Ergebnisse 
der Reinigung unter Verwendimg der Saulen 1 bis 3. 

Altemativ kann anstelle der angegebenen Saulen fur Saule 1 
Q-Sepharose XL (amersham pharmacia, Freiburg) , fGr Saule 2 
SP-Sepharose HP (amersham pharmacia, Freiburg) xind/oder fur 
saule 3 Sephacryl S200 HR (amersham pharmacia, Freibvirg) ver- 
wendet warden. 

Altemativ kann anstelle der mittels Saule 3 durchgeftihrten 
GrdSen-Ausschluss-Chromatografie (SEC) eine hydrophobe Saule 
eingesetzt werden. In diesem Fall werden die cAnxV-enthal- 
tenden Fraktionen, die von Saule 2 eluieren, vereinigt und 
mit festem Ammoniumsulfat auf 1,5 M aufgestockt. Die Protein- 
losung wird auf eine Phenyl sepharose ff -Saule (15 ml, amer- 
sham Pharmacia, Freiburg) aufgetragen und cAnxV mit einem li-" 
nearen Gradienten von 1,5 bis 0 M Ammoniumsulfat eluiert. 

B. Tumortherapie 

Einem Patienten wurden in einem individuellen Heilversuch in 
1 ml gepufferter Kochsalzlfisving aufgenoramenes Annexin V gemaS 
Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 1 zusammen mit 500.000 Interna- 
tional Units Interleukin-2 in ein etwa 2 cm grofies Melanom 
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injiziert. Es zeigt sich bereits nach wenigen Tagen ein deut 
liches Abschmelzen des Melanoma. 

Nach einem weiteren Therapieverf ahren ist es auch m6glich, 
zunachst dem Patienten Tumorzellen zu entnehmen! Die entnom- 
menen Tumorzellen werden mechanisch dissoziiert; es wird die 
Zellenzahl bestimmt. AnschlieSend werden die Zellen mit 100 
Gray bestahlt, so dass die Tumorzellen in apoptotische oder 
nekrotisohe.. Tumorzellen uberfiihrt werden. 10 x 10« der apop- 
totischen-oder nekrotischen Tumorzellen werden anschlieSend 
mit einer gepufferten Kochsalzlosung gemischt, die l mg Anne 
xin V gemaS Sequenzprotokoll SEQ.l oder SEQ.2 enthalt. Es er 
folgt anschlielSend eine Inkubation. Unmittelbar vor der In- 
jektioh werden 500.000 International Units Interleukin-2 hin- 
zugf iigt . Die die apoptotischen Tumorzellen, Annexin V und In- 
terleukin-2 enthaltende Mischung wird darni dem Patienten in- 
tradermal Oder subkutan injiziert. Auch dabei wird bereits 
nach wenigen Tagen ein signif ikantes Abschmelzen des behan- 
delten T\amors beobachtet. 

Zur Steigerung der Ef f izienz des vorgenannten Therapieverf ah- 
rens und zur Bekampfung eines Rezidivs kann die Injektion z. 
B. am Tag 21, 42 und an spateren Tagen oder in der zweiten, 
dritten und sechsten Woche wiederholt werden. 
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<110> november Aktiengesellschaf t Gesellschaf t fxir Molekulare Medizin 
<120> Medikament und Verwendung zur Tumortherapie 



<130> 411814GA 



<140> 
10 <141> 



15 




<160> 2 

<170> Patentin Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 321 
<212> PRT 

<213> Gallus gallus 
<300> 
<400> 1 

Met Ala Lys Tyr Thr Arg Gly Thr Val Thr Ala Phe Ser Pro Phe Asp 

Ala .Arg Ala Asp Ala Glu Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly Met Gly 
^" 25 30 

0 Thr Asp Glu Glu Thr lie Leu Lys He Leu Thr Ser Arg Asn Asn Ala 
35 40 45 

Gin Arg Gin Glu He Ala Ser Ala Phe Lys Thr Leu Phe Gly Arg Asp 
5 60 

Leu Val Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe Glu Thr Leu 

"> 75 80 

Met val ser Leu Met Arg Pro Ala Arg He Phe Asp Ala His Ala Leu 
• . S5 90 95 

Lys His Ala lie Lys Gly Ala Gly Thr Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu 

105 110 

5 He Leu Ala Ser Arg Thr Pro Ala Glu Val Gin Asa He Lys Gin Val 
"5 120 125 

Tyr Met Gin Glu Tyr Glu Ala Asn Leu Glu Asp Lys He Thr Gly Glu 
) 135 

Thr Ser Gly His Phe Gin Arg Leu Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn 
" "0 155 160 

, Arg Asp Pro Asp Gly Arg Val Asp Glu Ala Leu Val Glu Lys Asp Ala 

170 175 

Gin Val Leu Phe Arg Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu 
180 IBS 



190 

Thr Phe lie Thr He Leu Gly Thr Arg Ser Val Ser Hia Leu Arg Arg 
•^^^ 200 205 
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Val Phe Asp Lys Tyr 
210 

lie Asp Arg Glu Thr 
225 

Val Lys Cys lie Arg 
245 

Tyr Ser Met Lys Gly 
260 

Met Val Ser Arg Ser 
275 

Arg Lys Asn Phe Ala 
290 

Ser Gly Asp Tyr Arg 
305 

Glu 



Met Thr lie Ser Gly Phe 
215 

Ser Gly Asp Leu Glu Lys 

230 235 

Ser Val Pro Ala Tyr Phe 
250 

Ala Gly Thr Asp Asp Asp 
265 

Glu lie Asp Leu Leu Asp 
280 

Lys Ser Leu Tyr Gin Met 
295 

Lys Ala Leu Leu Leu Leu 
310 315 



Gin lie Glu Glu Thr 
220 

Leu Leu Leu Ala Val 
240 

Ala Glu Thr Leu Tyr 
255 

Thr Leu lie Arg Val 
270 

He Arg His Glu Phe 
285 

He Gin Lys Asp Thr 
300 

Cys Gly Gly Asp Asp 
320 



<21p> 2 
<2li> 313 
<212> PRT 

<213> Gallus gallus 
<400> 2 

Met Ala Ala Phe Ser Pro Phe Asp Ala Arg Ala Asp Ala Glu Ala Leu 
15 10 15 

Arg Lys Ala Met Lys Gly Met Gly Thr Asp Glu Glu Thr He Leu Lys 
20 25 30 

He Leu Thr Ser Arg Asn Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Ala Ser Ala 
35 40 45 

Phe Lys Thr Leu Phe Gly Arg Asp Leu Val Asp Asp Leu Lys Ser Glu 
50 55 60 

Leu Thr Gly Lys Phe Glu Thr Leu Met Val Ser Leu Met Arg Pro Ala 
65 70 75 80 

Arg He Phe Asp Ala His Ala Leu Lys His Ala He Lys Gly Ala Gly 
85 90 95 

Thr Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu He Leu Ala Ser Arg Thr Pro Ala 
100 105 110 

Glu Val Gin Asn He Lys Gin Val Tyr Met Gin Glu Tyr Glu Ala Asn 
lis 120 125 

Leu Glu Asp Lys He' Thr Gly Glu Thr Ser Gly His Phe Gin Arg Leu 
130 135 140 

Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Gly Arg Val Asp 
145 150 155 160 
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Glu Ala Leu Val Glu Lys Asp Ala Gin Val Leu Phe Arg Ala Gly Glu 
165 170 175 

Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Thr Phe lie Thr He Leu Gly Thr 
180 185 190 

Arg Ser Val Ser His Leu Arg Arg Val Phe Asp Lys Tyr Met Thr He 
195 200 205 

Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Tlxr He Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asp 
210 215 220 

Leu Glu Lys Leu Leu Leu Ala Val Val Lys Cys He Arg Ser Val Pro 
225 230 235 240 

Ala Tyr Phe Ala Glu Thr Leu Tyr Tyr Ser Met Lys Gly Ala Gly Thr 
245 250 255 

Asp Asp Asp Thr Leu He Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp 
260 265 270 

Leu Leu Asp He Arg His Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Lys Ser Leu 
275 280 285 

Tyr Gin Met He Gin Lys Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Arg Lys Ala Leu 
290 295 300 

Leu Leu Leu Cys Gly Gly Asp Asp Glu 
305 310 



) 
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Patentanspruche 

1. Medikament zur Tumortherapie, bei dem in einer wirksamen 
Konzentration ein erstes vmd ein zweites Molekul enthalten 
sind, wobei das erste Molekul 

al) Aimexin V oder ein damit weit gehend ahnliches Molekul, 
Oder 



a2) ein wirksames Fragment von 
gehend ahnlichen Molekvils ist, 

und wobei das zweite Molekfil 



Annexin V oder des damit weit 



bl). ein Cytokin oder ein damit weit gehend ahnliches Molekul 
Oder 

b2) ein wirksames Fragment eines Cytokins oder des damit 
weit gehend ahnlichen Molekul s ist. 

2. Medikament nach Anspruch 1, wobei die Aminosauresequenz 
des ersten Molekuls der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 1 
Oder Nr. 2 entspricht oder zumindest zu 50%, vorzugsweise zu- 
mindest zu 60%, besonders bevorzugt zu zumindest 70%, ganz 
besonders bevorzugt zumindest zu 80%, identisch damit ist. 

3. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Annexin V nicht-huraanes 'Annexin V ist. 

4. Medikament nach einem der vorhergehenden Ansprdche, wo- 
bei das nicht -humane Annexin V das Annexin V des Huhns ist. 



432554.-noveinber-an-l 



13 



5. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Cytokin aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist : In- 
terleukin-2, Interlevikin-6, Interleukin-7, Interleukin-12 
Oder GM-CSF. 

6. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei 0,05 bis 0,5 mg/gTumorgewicht an erstem Molekul in einer Ver- 
abreichungseinheit enthalten sind. 

7. Medikament nach einem der vorhergehenden AnsprCiche, wo- 
bei eine Verabreichungseinheit 0,1 bis 2,5 mg, vorzugsweise 
0,5 bis 2,0 mg, an erstem MolekQl enthalt. 

8. Medikament nach einem der vorhergehenden J^spriiche,. wo- 
bei eine Verabreichxangseinheit 50.000 bis 1.000.000 Interna- 
tional Units,, vorzugsweise 300.000 bis 750 . 000 . International 
Units, an zweitem MolekGl enthalt. 

9. Medikament nach einem der vorhergehenden Ansprflche, wo- 
bei das erste und das zweite Molekiil in einer Inj ekt ions f Ids - 
sigkeit, vorzugsweise einer gepufferten Kochsalzldsung, auf- 
genommen sind. 

10. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Volumen der Injektionsf lussigkeit 0,5 bis 50 ml, vor- 
zugsweise 1 bis 10 ml, betragt. 

11. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei es apoptotische und/oder nekrotische Tumorzellen umfasst. 

12. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei es weiterhin menschliche Tumorzellen umfasst. 
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13 . Medikament nach einem der vorhergehenden Ansprxiche, wo- 
bei die Tumorzellen apoptotische und/oder nekrotische Tumor- 
zellen des zu behandelnden Tumors sind. 

14. Medikament nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, wo- 
bei die Tumorzellen mit dem Protein in Kontakt sind. 

15. Verwendung eines ersten Molekuls, namlich 

al) Annexin V oder eines damit weit gehend ahnlichen Mole- 
kais 



Oder 

a2) eines wirksamen Fragments von Annexin V oder des damit 
weit gehend ahnlichen Molekuls , 

in -Kombination rait einem zweiten Molekul, namlich 

bl) einem Cytokin oder einem damit weit gehend ahnlichen Mo- 
lekul 

Oder 

b2) einem wirksamen Fragment eines Cytokins oder des damit. 
weit gehend ahnlichen Molekuls, 

zur Tumortherapie . 

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei der Tumor ein Tumo- 
rerguss ist. 

17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei der Tumor ein 
Mammakarzinom ist. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 17, wobei die 
Aminosauresequenz des ersten Molekuls der Aminosauresequenz 
der SEQ ID Nr. l oder Nr. 2 entspricht oder zumindest zu 50%, 
vorzugsweise zumindest zu 60%, besonders bevorzugt zu zumin- 
dest 70%, ganz besonders bevorzugt zumindest zu 80%, iden- 
tisch damit ist. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 18, wobei das 
Annexin V nicht-humanes Annexin V ist. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 19, wobei das 
nicht -humane Annexin V das Annexin V des Huhns ist. . 

21. Verwendung nach einem der Ansprflche 15 bis 20, wobei das 
Cytokin aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Interleukin- 
2, Jnterleukin-S, Interleukin-7, Interleukin-12 oder GM-CSF. 

22. Verwendung nach einem der AnsprQche 15 bis 21, wobei 
0,05 bis 0,5 mg/gTumorgewicht an erstem Molekul V in einer Verab- 
reichungseinheit enthalten ist. 

23. Verwendung nach einem der Ansprxiche 15 bis 22, wobei ei- 
ne Verabreichungseinheit 0,1 bis 2,5 mg, vorzugsweise 0,5 bis 
2»0 mg, an erstem Molekul enthalt. 

24. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 23, wobei ei- 
ne Verabreichungseinheit 50.000 bis 1.000.000 International 
Units, vorzugsweise 300.000 bis 750.000 International Units, 
an zweitem Molekfil enthalt. 

25. Verwendung nach einem der Ansprfiche 15 bis 24, wobei das 
erste und das zweite Molekfll in einer Injektionsf liissigkeit, 
vorzugsweise einer gepufferten Kbchsalzl6sung, aufgenommen 
sind. 
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26. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 25, wobei das 
Volumen der Injektionsf lussigkeit 0,5 bis 50 ml, vorzugsweise 
1 bis 10 ml, betragt. 

•27. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 26, wobei -es 
apoptotische xind/oder nekrotische Tumorzellen umfasst. 

28. Verwendxmg nach einem der Anspriiche 15 bis 27, wobei es 
weiterhin menschliche Tumorzellen umfasst. 

29. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 28, wobei die 
Tumorzellen apoptotische und/oder nekrotische Tumorzellen des 
zu behandelnden Tumors sind. 

30. Verwendung nach 6inem der Anspriiche 15 bis 29, wobei die 
Tumorzellen mit dem Protein in Kontakt sind. 
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Spur 1 : cAnxV als Referenz ;. ;^ . 
Spur 2: Zelllysat nach 4 h Wachstuiii-v 
Spur Z: Zelllysat nach 6 h Wachstufn r 
Spur 4: Zelllysat nach 7 h Wachstum?' 
Spur 5: Zelllysat nach 8 H Wachstiim^; 
Spur 6:. Zelllysat nach 16 h Wach^tifm; 



. Fig. i 



Spur 1: standard 
Spur2: Q-Sepharose ff 
Spur. 3: Resources. 
Spur 4: Superdex 200 pg 



Fig. 2 
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Die Erfindung betrifft ein Medikament zur Tumortherapie, bei 
dem in einer wirksamen Konzentration ein erstes und ein zwei- 
tes MolekGl enthalten sind, wobei das erste Molekiil 

al) Annexin V oder ein damit weit gehend ahnliches Molekiil, 
Oder 

a2) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit weit 
gehend Ahnlichen Molekikls ist, 

und wobei das zweite Molekfil 

bl). ein Cytokin oder . ein damit weit gehend Ahnliches Molekiil 
Oder 

b2) ein wirksames Fragment eines Cytokins oder des damit 
weit gehend ahnlichen Molekuls ist. 
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